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Ozet: Bu calismada, farkli prensiplere dayali ii¢ farkli antibiyotik test kitinin performanslari beta-laktam grubu antibiyotik-
lerden penisilin G, ampisilin, amoksisilin ve kloksasilin ile yapay olarak kontamine edilmis ¢ig siit 6rneklerinde degerlendiril-
di. Kontamine edilmemis ¢ig siit 6rneklerinde immunoreseptor ve enzimatik temelli test kitleri ile yanlis pozitif sonug
alinmadi. Bununla beraber, mikrobiyal inhibisyon temelli test kiti ile bir 6rnekten yanls pozitif sonug elde edildi. Turk Gida
Kodeksi maksimum kalinti limitlerinde en yiiksek hassasiyet orani immunoreseptor temelli test kiti ile elde edildi. Enzimatik
temelli test kitinin maksimum kalinti limitlerindeki performansinin yetersiz oldugu tespit edildi. Calismada, ornekteki
antibiyotik kalintilarinin C,5 kati faz ekstraksiyonu, benzoik anhidrit ve 1,2,4-triazol civa klorid sollisyonu ile tiirevliendirme ve
325 nm dalga boyunda UV ile tespit prensibine dayanan HPLC metodu kullanildi. Metot tespit limitleri, ampisilin igin 8
ug/kg, amoksisilin icin 8 pg/kg; penisilin G igin 6 pg/kg ve kloksasilin icin 11 pg/kg olarak belirlendi. Ortalama geri kazanimlar
% 67.7 ve % 76.6 arasinda tespit edildi. Kromatografik metot ile elde edilen tespit limitleri, ampisilin, amoksisilin ve penisilin
G igin Tlrkiye ve Avrupa Birligi maksimum kalinti limitlerinin Gzerinde saptandi.

Anahtar kelimeler: Beta-laktam, Cig sit, Hizli test kiti, Likit kromatografi

Evaluation of Rapid Test Methods and HPLC for Antibiotic Residue Analysis in Raw Milk
Samples

Abstract: In this study, the methodological performance of three antibiotic residue screening test kits based on different
principles were evaluated in artificially contaminated raw milk samples with beta-lactams including ampicillin, amoxicillin,
penicillin G and cloxacillin. No false positive result was obtained with immunoreceptor and enzymatic-based test kits in raw
milk samples without artificial contamination. However, a false positive result was obtained from one sample using the
microbial inhibition-based test kit. At maximum residue limits of Turkish Food Codex, the highest sensitivity rate was
obtained from the immunoreceptor-based test kit. The performance of enzyme-based test kit at maximum residue limits
was found as insufficient. HPLC method used herein was based on the Cyg solid phase extraction and ultraviolet detection at
325 nm of residues derivatized with benzoic anhydride and 1,2,4-triazole mercuric chloride solution. Detection limits of the
method were 8, 8, 6 and 11 pg/kg for ampicillin, amoxicillin, penicillin G and cloxacillin, respectively. The mean recovery
rates ranged from 67.7 % to 76.6 %. Limits of detection using chromatographic method were found as exceeding the
Turkish and European MRLs for ampicillin, amoxicillin and penicillin G.

Key words: Beta-lactam, Raw milk, Screening test kit, Liquid chromatography
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GiRi$
A ntibiyotikler sut sigircihginda ozellikle mastitis
tedavisinde siklikla kullaniimaktadir (Mitchell
ve ark., 1998; Suhren ve Beukers, 1998). Hayvanci-
likta en ¢ok kullanilan antibiyotikler; beta-laktamlar,
makrolidler
stlfonamidlerdir (Mellenberger, 1997; Glley ve
Akbulut, 2000). Cesitli Glkelerde siit ve sut Griinle-
rindeki antibiyotik kalinti problemi, ayni Ulkede

tetrasiklinler, aminoglikozitler, ve

yetistiricilerin konuya iliskin egitim dlzeylerine,
yasal dizenlemelere ve denetim etkinliklerine gore
onemli derecede degisebilmektedir (Allison, 1985).
Son yillarda halk sagligi ve gida giivenligi konularinda
toplumda olusan biling sit kalitesine olan ilgiyi
arttirmistir (Van Schaik ve ark., 2002). Sit kalitesinin
belirlenmesinde; bakteri ve somatik hiicre sayisi ile
birlikte antibiyotikler basta olmak Uzere kimyasal
kalintilar 6nemli kalite indikatorleri arasinda yerini
almistir (Allison, 1985; Andrew ve ark., 1997).

Sut endustrisinde antibiyotik kalinti analizleri
icin kullanilan hizli test kitlerinin kolay uygulanabilir,
genis spektrumda sonug verebilen ve disik maliyetli
Mikrobiyal

bu o6zellikleri

istenmektedir.
test kitleri

olmalari inhibisyon

temelli tagimalarinin
yaninda uzun analiz slireleri dezavantaj olusturmak-
tadir. Enzimatik ve immuno reseptor temelli kitler
Ancak

nazaran

ise daha kisa analiz siirelerine sahiptir.

mikrobiyal inhibisyon temelli kitlere
maliyetleri yliksektir. Bununla birlikte enzimatik ve
immuno reseptor temelli kitlerin en bliylk dezavan-
tajlart yalnizca belirli antibiyotik gruplarini tespit
edebilmeleridir (Charm ve Zomer, 1995; Mitchell ve

ark., 1998; Suhren ve Beukers, 1998).

Hizli test kitlerinin etken maddeyi identifiye
edememeleri ve yliksek somatik hiicre sayisina bagh
olarak yanhs pozitif sonug risklerinin fazla olmasi ¢ig
stitlerde antibiyotik kalinti analizlerinde daha hassas
ve spesifik identifikasyon ve tayin metotlarini gerekli
hale getirmistir. Bu amagla en yaygin kullanilan
metotlar gaz ve likit kromatografisi metotlaridir.

Beta-laktam grubu antibiyotik kalintilarinin tespitin-

de ise likit kromatografi, gaz kromatografi ve jel
teknikler arasinda en yaygin

(Van

elektroforez gibi
likit

Eenennaam ve ark., 1993).

kullanilan kromatografi  teknigidir

Bu calismada, beta-laktam grubu penisilinlere
yonelik farkl prensipler ile galisan hizli test kitleri
hassasiyet ve segicilik oranlari agisindan birbirleri ile
karsilastinildi ve yanhs pozitif sonuglara ¢ig sut
orneklerindeki toplam bakteri ve somatik hicre
sayisinin etkisi degerlendirildi. Calismada yapay
olarak kontamine edilmis 6rnekler ile HPLC teknigi-
Bu

calisma; st endustrisi ve kontrol laboratuvarlarina

nin metot performansi da degerlendirildi.
hizli test kitlerinin se¢imi konusunda katki saglamak
ve HPLC tekniginin metot performansi hakkinda bilgi

vermek amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada kullanilan ¢ig sit 6rnekleri Konya Bahri
Dagdas Uluslararasi Tarimsal Arastirma Enstitlisu
ciftligindeki en az 30 giin slireyle antibiyotik tedavisi
gormemis ineklerden alindi. Steril cam kavanozlara
yaklasitk 500 ml alinan siit ornekleri soguk zincir
altinda Cig sut ornekleri

kadar 4°C'de

laboratuvara tasindi.
laboratuvarda analize alinincaya

muhafaza edildi.

Calismada farkli prensiplere dayali g farkli test
kiti kullanildi. Bu test kitlerin, Ureticileri ve ¢alisma

prensipleri Tablo 1’de verilmistir.

Yapay Kontamine Orneklerin Olusturulma-

SI: Referans antibiyotik standartlarinin saf su ile
hazirlanan stok cozeltileri ile stt ornekleri yapay
olarak kontamine edildi. Penisilin G (Sigma-Aldrich,
P3032), ampisilin Aldrich, A9393)
amoksisilin  (Sigma- Aldrich, A8523)

minasyon duzeyleri 2, 4, 8, 16 ve 32 ug/kg olarak,

(Sigma- ve

icin konta-

kloksasilin (Sigma-Aldrich, 28221) icin kontaminas-
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yon duzeyleri ise 15, 30, 45 ve 60 pg/kg olarak
secildi.

Toplam Bakteri Sayimi: Toplam bakteri sayimi

FDA Bacteriological Analytical Manual (Anonim,
2001)’e gore yapildi. Cig sut orneklerinden Maksi-
(Oxoid, CMO0733)
hazirlanan seri dillisyonlardan paralel olarak Plate
Count Agar’a (Oxoid, CMO0325) ekim vyapildi ve

30°C’de 48 saat inkilibe edildi.

mum Recovery Diluent ile

Somatik Hiicre Sayimi: Somatik hiicre sayimi
91/180 no’lu Avrupa Birligi direktifine (Anonim,
1991) gore Breed metodu ile gergeklestirildi. Bu
amagcla metilen mavisi (0.6 g, Merck, 115943), %
96’lik etil alkol (54 ml), 1,1,1- trikloretan (40 ml,
Merck, 108749) ve glasiyal asetik asit (6 ml)’ten

olusan boya soliisyonu kullanildi.

Test Kitlerinin Segicilik ve Hassasiyetlerinin

Degerlendirilmesi: Kontamine edilmemis sit
orneklerinden elde edilen sonuglar ile test kitlerinin
Hizli
hassasiyetleri ise calismada kullanilan her etken
madde igin Tirk Gida Kodeksi'nde (TGK, 2002)

verilen maksimum kalinti

secicilikleri  degerlendirildi. test kitlerinin

limitlerini kapsayacak
sekilde farkli dizeylerde kontamine edilmis sit
orneklerinden alinan sonuglar ile degerlendirildi.
Hizh test kitleri ile ¢alismalar Uretici firmadan

saglanan prosedurlere gore yapildi.

Kromatografik Analizler: Kromatografik analiz-
ler HPLC sistemi ile Avrupa Birligi Antibiyotik Kalinti
Referans Laboratuari tarafindan yayinlanan metoda
2000).

analizler; ekstraksiyon, kati faz ekstraksiyonu ile

gore vyapildi  (Anonim, Kromatografik
temizleme, tlrevlendirme ve HPLC sistemi ile 325
nm’de tanimlama ve miktar tayini olmak Uzere dort

asamada gergeklestirildi.

Ekstraksiyon: 5 ml sit &érnegi cam santrifij
tipine alindi. Uzerine 30 ml 0.1 M fosfat buffer (pH

8) eklendi. Proteinlerin presipitasyonu icin 2 N

sulfurik asitle pH 4.0-4.5’e ayarlandi. 2400 g ve
4°C’'de 10 d santrifiij sonrasinda sulu faz bir cam tip
icerisine alinarak proteinler uzaklastirildi ve 5 M
sodyum hidroksit ile pH 7.8-8.3’e ayarlandi. 2400 g
4°C’de 10 d santrifij sonrasinda elde edilen sulu faz

temizleme igin kullanildi.

Temizleme (Clean-up): Temizleme, ekstraksi-
yon asamasi sonucunda elde edilen sulu fazin
sirasiyla 10 ml metanol, 10 ml ultra saf su, 5 ml %
2’lik sodyum klorir ¢ozeltisi ve 5 ml 0.1 M fosfat
buffer (pH 8) ile yikanan Cy3 kati faz ekstraksiyon
kartusundan (Waters, 186004619) vakum altinda
gecirilmesiyle yapildi. Elisyon 1 ml su/asetonitril
(60/40, v:v) gozeltisinin kartustan gegirilmesiyle ile

tamamlandi.

Tirevlendirme: Temizleme sonucu elde edilen
eltata 50 pl 0.2 M benzoik anhidrit (Merck, 80131)
eklenerek 50°C'de 5 d su banyosunda bekletildi.
Tirevlendirmenin ikinci asamasi su banyosundan
alinan elGatin 500 pl civa klorid (Merck, 104419) ve
1,2,4-triazole (Merck, 808388)’den olusan tirevlen-
dirme ¢ozeltisi ilavesi sonrasi 65°C de su banyosun-
da 10 d bekletiimesi ile tamamlandi. Tirevlen-
dirilmis eltat karanlikta ve oda isisinda muhafaza
edildi.

Kromatografik analiz sartlari: Analizlerde
Dionex (Sunnyvale, ABD), P680 pompa, ASI-100
otomatik enjeksiyon unitesi, TCC-100 kolon firini ve
PDA-100 DAD dedektorden olusan HPLC sistemi
kullanildi.  Mobil olarak 0.1 M fosfat
buffer/asetonitril/metanol (65:30:5, v:v:v) ¢ozeltisi
kullanildi. Mobil fazin akis hizi 1.0 ml/d, 6rnek hacmi
200 ul ve secilen kolon sicakhgl 20°C olarak ayarlan-
di.
5um, Waters,

faz

Kromatografik ayrim Cg kolon (150x3.9 mm;
WAT054235)

Tanimlama ve miktar tayinleri 325 nm’de yapildi.

ile gergeklestirildi.

Metot performansinin degerlendirilmesi:
Gl
amoksisilin icin 4, 8, 16 ve 32 ug/kg konsantrasyon

Linearite c¢alismasi penisilin ampisilin  ve
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araliginda, kloksasilin i¢in 15, 30, 45 ve 60 pg/kg
konsantrasyon araliginda yapildi. Linearite ¢alismasi
icin standart antibiyotik c¢o6zeltileri fosfat buffer
/asetonitril (60:40, v:v) ile hazirlandi. Korelasyon
katsayilari (R*) 0.990 ile 0.993 arasinda hesaplandi.

Her bir etken madde icin ylzde geri kazanim
degerleri ve tespit limiti (LOD) belirlenmistir. LOD,
sinyal/gurilti oranina (Signal to noise, S/N) gore
saptandi. S/N degerinin 3 oldugu konsantrasyon
LOD olarak degerlendirildi.

BULGULAR ve TARTISMA

Cig sutte ylksek somatik hiicre ve bakteri sayisi
subklinik bir (Van
Eenennaam 1993; ve
Salomskien, 2007). Mikrobiyal inhibisyon temelli

mastitisin gostergesidir

ve ark., Zvirdauskiene

test kitlerinde, sitlerde subklinik mastitis ile
miktarlari artan laktoferrin gibi dogal antibiyotiklerin
neden oldugu birgok
bildirilmektedir  (Van

Eenennaam ve ark, 1993, Andrew ve ark., 1997;

yanlis pozitif sonuclara
arastirmaci  tarafindan
Kang ve Kondo 2001). Bu nedenle oncelikli olarak
sonuglar Gzerine somatik hiicre ve toplam bakteri

sayisinin  etkisinin degerlendirilmesi igin yapay

kontaminasyon igin kullanilan 30 adet ¢ig sut
orneginde somatik hiicre ve toplam mezofilik
aerobik bakteri sayimi yapildi. Sut o6rneklerinde
somatik hiicre sayisi ve toplam bakteri sayisi ile ilgili
veriler Tablo 2'de gosterildi. Cig sut 6rneklerindeki
ortalama somatik hiicre sayisi ve ortalama toplam
bakteri sayisi Cig Sit ve lIsil islem Gérmis icme
Sitleri Tebligi'ne (TGK, 2000) gore yasal sinirlarin
(Somatik htiicre sayisi= 5.0x10° adet/ml, toplam
bakteri sayisi= 1.0x10° kob/ml) Uzerinde tespit
edildi.

Kontamine edilmemis ¢ig§ sut o6rneklerinde
immuno reseptor ve enzimatik temelli test kitleri ile
yanlis pozitif sonu¢ saptanmadi. Bununla beraber
mikrobiyal inhibisyon temelli test kiti ile bir érnek-
ten yanhs pozitif sonug tespit edildi. Mikrobiyal
inhibisyon temelli test kiti ile yanlis pozitif sonug
saptanan ornekteki somatik hicre sayisi kritik limit
olarak kabul edilen 8.0x10° adet/ml’den, toplam
bakteri sayisi ise 1.0x10° kob/ml’den yiiksek tespit
edildi. Bu durum daha 6nce mikrobiyal inhibisyon
temelli test kitleri ile yapilan ¢alismalardan elde
edilen bulgular ile paralellik arz etmektedir
(Macaulay ve Packard 1981; Van Eenennaam ve ark.,

1993, Andrew ve ark., 1997; Kang ve Kondo 2001).

Tablo 1. Calismada kullanilan hizli test kitleri, Greticileri ve galisma prensipleri.

Table 1. Rapid test kits, their manufacturers and working principles used herein.

Test kiti Uretici

Prensip

Charm CowsSide~
Delvo Xpress®

Charm Sciences Inc., ABD
DSM Food Specialtiest, Hollanda

Penzym@ UCB Bioproducts, Belgika

Mikrobiyal inhibisyon

immuno reseptor
Enzimatik

Tablo 2. Cig siit 6rneklerinde tespit edilen somatik hiicre ve toplam bakteri sayilari.

Table 2. Somatic cell and total bacteria counts in raw milk samples.

Parametre En diisik En yiiksek Ortalama
Somatik hiicre sayisi (adet/ml) 2.8x10° 1.2 x 10° 7.3x10°
Toplam bakteri sayisi (kob/ml) 1.5x10° 1.4 x 10° 6.6 x 10°

Calismada degerlendirilen hizli test metotlar
ile yapay kontamine edilmis orneklerden belirlenen
sonuglar Tablo 3’de gosterildi. Bu sonuglara goére
test kitlerinin TGK maksimum kalinti limitleri igin

hassasiyetleri ylizde pozitif orani olarak Tablo 4’te

gosterildi. Bu sonuglara gore amoksisilin, ampisilin,
penisilin G ve kloksasilin icin en yliksek hassasiyet
orani immuno reseptor temelli test kiti ile en dusik
hassasiyet orani ise enzimatik temelli test kiti ile

elde edildi. immuno reseptér temelli test kitinin
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hassasiyet orani ampisilin ve penicilin G igin %100 yaptiklari g¢alismada penisilin G, ampisilin ve
olarak saptandi. Enzimatik temelli test kiti ile kloksasilin icin benzer hassasiyet oranlari tespit
amoksisilin ve kloksasilin maksimum kalnti limitle- etmislerdir.

rinde tespit edilemedi. immuno reseptér ve . . . . .
Elde edilen sonuglar; immino reseptor temelli

mikrobiyal inhibisyon temelli test kitlerinden elde N . .
y ¥ test kitinin metot performasinin  mikrobiyal

edilen sonuglar Popelka ve ark. (2004)nin sonuglari inhibisyon ve enzimatik temelli kitlere nazaran daha

ile uyum saglamaktadir. Scanella ve ark. (1996) ¢ig yiiksek oldugunu gostermektedir,

sitlerde immuno reseptor temelli test kiti ile

Tablo 3. Hizl test kitleri ile farkli kontaminasyon diizeyleri igin elde edilen sonuglar.

Table 3. Results of rapid test kits for different contamination levels.

Konsantrasyon (pg/kg)
2 4 8 16
Amoksisilin Mikrobiyal inhibisyon* 0/30 12/30 30/30 30/30
immiino reseptor** 0/30 22/30 30/30 30/30
Enzimatik*** 0/30 0/30 18/20 30/30
Ampisilin Mikrobiyal inhibisyon 0/30 20/30 30/30 30/30
immuno reseptér 5/30 30/30 30/30 30/30
Enzimatik 0/30 4/30 23/30 30/30
Penisilin G Mikrobiyal inhibisyon 3/30 24/30 30/30 30/30
immuno reseptér 11/30 30/30 30/30 30/30
Enzimatik 0/20 1/30 21/30 30/30
Konsantrasyon (ug/kg)
15 30 45 60
Kloksasilin Mikrobiyal inhibisyon 0/30 10/30 18/20 30/30
immiino reseptér 0/30 23/30 30/30 30/30
Enzimatik 0/30 0/30 13/30 30/30

* Charm CowsSide (Charm Science Inc., ABD), **Delvo Xpress (DSM Food Specialties, Hollanda) *** Penzyme (UCB Bioproducts, Belgika)

Tablo 4. Hizli test kitlerinin maksimum kalinti limitlerindeki hassasiyetleri.

Table 4. Sensitivity of rapid test kits at maximum residue limits (MRLs).

Amoksisilin Ampisilin Penisilin G Kloksasilin
MRL (pg/kg) 4 4 4 30
% pozitif oranlan
Mikrobiyal inhibisyon 40 67 80 33
immiino reseptor 73 100 100 77
Enzimatik 0 10 3 0

Tablo 5. HPLC metodu ile saptanan tespit limiti ve geri kazanim degerleri.

Table 5. Detection limits and recovery values of HPLC method.

Tespit Limiti (ug/kg) Geri Kazanim (%)*
Amoksisilin 8 724+41
Ampisilin 8 76.6 +5.6
Penisilin G 6 74.1+4.8
Kloksasilin 11 67.7+7.2
* Amoksisilin, ampisilin ve penisilin G igin 16 pg/kg, kloksasilin igin 30 pg/kg kontaminasyon diizeyinde 5 tekrar sonucu ile

belirlendi.
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Ampisilin, amoksisilin, penisilin G ve kloksasilin
icin HPLC metodu ile geri kazanim degerleri sirasiyla
%76.6, %72.4, %74.1 ve %67.7 olarak tespit edildi.
(Tablo 5). Brito ve Junqueira (2006) calismalarinda
geri kazanim degerlerini ampisilin i¢cin %60 ile
%104.9 arasinda, penisilin G icin %82.7 ve %109.2
arasinda saptamislardir. Popelka ve ark. (2004) geri
kazanim degerlerini ampisilin, amoksisilin, penisilin
G ve kloksasilin icin sirasiyla %75, %75, %74 ve %71
olarak tespit etmislerdir. Sorensen ve ark. (1997) 4
ug/kg - 45 ug/kg konsantrasyon araliginda geri
kazanim degerlerini amoksisilin igin %95 ile %99
arasinda; ampisilin icin %99 ile %101 arasinda;
penicilin G icin %97 ile %100 arasinda; kloksasilin
icin %94 ile %95 arasinda tespit etmislerdir. Elde
edilen geri kazanim degerleri Brito ve Junqueira
(2006) ve Popelka ve ark. (2004) tarafindan yapilan
calismalar ile uyum saglarken Sorensen ve ark.
(1997)'nin elde ettigi geri kazanim degerlerinden
oldukga diisik kalmistir. Bununla birlikte elde edilen
geri kazanim degerleri antibiyotik kalintilarinin
¢ahisilan konsantrasyon dizeyleri icin kabul edilebilir
sinirlar icindedir (Huber 1998).

HPLC metodunun LOD degerleri

amoksisilin ve penisilin G icin sirasiyla 8 pg/kg, 8

ampisilin,

ug/kg ve 6 pg/kg olarak TGK maksimum kalinti
limitlerinin Uzerinde saptandi. Kloksasilin igin 11
ug/kg olarak saptanan tespit limiti TGK maksimum
kalinti limitinin altindadir. Farkh arastirmacilar bu
calismada kullanilan ektraksiyon ve temizleme
asamalari ve kromatografik sartlar igin oldukga farkli
tespit limiti degerleri bildirmislerdir. Brito ve
Junqueira (2006) ampisilin ve pensillin G igin tespit
limitlerini sirasiyla 4 pg/kg ve 5 pg/kg olarak
saptamislardir. Popelka ve ark. (2004) yaptiklari
calismada tespit limitlerini ampisilin, amoksisilin,
penisilin G ve kloksasilin icin sirasiyla 9 pg/kg, 10
ug/kg, 5 pg/kg ve 19 ug/kg olarak saptamislardir.
Sorensen ve ark. (1997) tespit limitlerini amoksisilin,
ampisilin, penisilin G ve kloksasilin igin sirasiyla 1.4
ug/kg, 1.5 ug/kg, 1.3 ug/kg ve 1.4 pg/kg olarak

tespit etmislerdir. Bu ¢alismadan elde edilen LOD

degerleri, HPLC tekniginin ¢ig sutlerde beta-laktam
grubu antibiyotik kalintilarinin tespitinde yetersiz
olabilecegini gosterdi. Bu nedenle HPLC tekniginin
kullaniminda o6ncelikle metodun hassasiyeti goz

oninde bulundurulmaldir.
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